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Verfahren zur relativen Quantif izierung der 
Methylierung von Cytosin Basen in amplif izierten 
Nukleinsauref ragmen ten 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur relativen Quan- 
tifizierung der Methylierung von Cytosin Basen in ampli- 
f izierten Nukleinsauref ragment en . 

5-Methylcytosin ist die haufigste kovalent modif izierte 
Base in der DNA eukaryotischer Zellen. Sie spielt bei- 
spielsweise eine Rolle in der Regulation der Transkripti 
on, genomischem Imprinting und in der Tumorgenese. Die 
Identifizierung von 5-Methylcytosin als Bestandteil gene 
tischer Information ist daher von erheblichem Interesse. 
5-Methylcytosin-Positionen konnen jedoch nicht durch Se- 
quenzierung identif iziert werden, da 5-Methylcytosin das 
gleiche Basenpaarungsverhalten aufweist wie Cytosin. Dar- 
uberhinaus geht bei einer PCR-Amplif ikation die epigene- 
tische Information, welche die 5-Methylcytosine tragen, 
vollstandig verloren. 

Es sind mehrere Verfahren bekannt, die diese Probleme 16- 
sen. Meist wird eine chemisohe Reaktion oder enzymatische 
Behandlung der genomischen DNA durchgef uhrt , infolge de- 
rer sich die Cytosin von den Methylcytosin Basen unter- 
scheiden lassen. Eine gangige Methode ist die Umsetzung 
von genomischer DNA mit Bisulfit, die nach alkalischer 
Hydrolyse in zwei Schritten zu einer Umwandlung der Cyto- 
sin Basen in Uracil fuhrt (Shapiro, R., Cohen, B., Ser- 
vis, R. Nature 227, 1047 (1970). 5-Methylcytosin bleibt 
unter diesen Bedingungen unverandert. Die Umwandlung von 
C in U fuhrt zu einer Veranderung der Basensequenz , aus 
der sich durch Sequenzierung nun die ursprunglichen 5- 
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Methylcytosine ermitteln lessen (nur diese liefern noch 
eine Bande in der C-Spur) . 

Eine Ubersicht uber die weiteren bekannten Mdglichkeiten 
5-Methylcytosine nachzuweisen, ist mitsamt der dazugehb-' 
ngen Literatur dem folgenden Obersichtsartikel zu ent- 
nehmen: Rein, T . , DePamphilis, M. L., Zorbas, H., Nucleic 
Acids Res. 26, 2255 (1998). 

Im Stand der Technik sind verschiedene Verfahren bekannt 
mit denen man Oligonukleotid-Arrays herstellen kann. Sie 
lassen sich grob in 3 Gruppen einteilen: 

1) Alle Oligomere werden auf herkdmmliche Weise einzeln 
und in relativ grolier Menge in speziellen Syntheseautoma- 
ten hergestellt und danach einzeln auf den Trager auf- 
pipettiert. Dazu verwendet man ublicherweise automati- 
sche, hochprazise Mikropipettierroboter . Der Vorteil die- 
ses Verfahrens ist, daB es weitgehend auf bereits opti- 
mierten Standardmethoden und -Geraten beruht . Dadurch 
kann man qualitativ hochstehende DNA-Arrays mit mit sehr 
reinen Oligomeren herstellen, was einen aufJerst positiven 
ExnfluJi auf die mit dem Array erzielbare Detektionsemp- 
fmdlichkeit und -Zuverlassigkeit hat. Der grolie Nachteil 
des Verfahrens ist, daJJ es enorm aufwendig und deshalb 
teuer ist. 



2) Die Oligomere werden durch Pipettieren in kleinsten 
Mengen direkt auf dem Substrat synthetisiert . Auf jedem 
Rasterpunkt wird die dort vorgesehene Oligomerket te Nu- 
kleobase fur Nukleobase aufgebaut. Zur Pipettierung ver- 
wendet man ahnlich wi e bei Verfahren 1) einen speziali- 
sxerten Mikropipettierroboter Oder z. B. eine Vorrich- 
tung, die Kanale zur Zufuhrung der einzelnen Synthesebau- 
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steine zu den jeweiligen Punkten des Arrays enthalt 
(EP0915897). Das chemische Syntheseverf ahren ist grund- 
satzlich das gleiche wie bei der herkdnunlichen Oligomer 
Synthese im Syntheseautomaten . 

3) Die Oligomere werden wie bei Methode 2) direkt auf 
dem Substrat synthetisiert , die gezielte Anbindung der 
rxchtigen Nukleobasen an den richtigen Rasterpunkten ge- 
schreht jedoch durch eine vollkommen parallele, aus der 
Halbleiterfertigung stammende photolithographische Tech- 
mk anstelle von segenziellen, zielgenauen Pipettier- 
schritten. Das Verfahren basiert darauf, da* man mit 
Licht einer bestimmten Wellenlange gezielt die 5 ' -OH 
Schutzgruppen von Oligonukleotiden entfernen kann. Durch 
geergnete drtliche Bestrahlungsmuster kann man somit Oli 
gonukleotid-Enden an genau jenen Rasterpunkten reaktions 
fahxg machen, an die man im nachsten Schritt einen neuen 
Nukleotidbaustein anbinden will. Bei vollstandiger Benet 
zung der Arrayoberf lache mit einer Nukleotidbaustein- 
Ldsung wird somit nur an den vorher belichteten Stellen 
erne Nukleobase angebunden, alle unbelichteten Stellen 
bleiben unverandert. Die drtlichen Belichtungsmuster wer- 
den erzeugt, indem man eine mikrophotographische sohwarz- 
# WeiB Maske Ziehen dem Substrat und der Lichtquel^ po - 

sxtioniert, die alle Rasterstellen abdeckt, die nicht re- 
aktionsfahig gemacht werden sollen. 

Diese Methode ist wegen der hohen Parallelitat in der 
Verarbeitung sehr schnell und effizient, zudem ist sie 
wegen der hohen Prazision, die mit Photolithographie er- 
rexcht werden kann, gut dazu geeignet, sehr hohe Raster- 
dichten zu erzielen. 



20 
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Eine Ubersicht uber den Stand der Technik in der Oligome 



r 

er- 



Array Herstellung laBt sich auch einer im Januar 1999 
schienen Sonderausgabe von Nature Genetics (Nature Gene- 
tics Supplement, Volume 21, January 1999) und der dort 
zitierten Literatur entnehmen. 



jrwen- 



Stand der Technik, welcher sich allgemein auf die Vei 
dung von Oligomer Arrays und photolithographisches Mas- 
kendesign beziehen, ist z. B. US 5,837,832, US 5,856,174 
10 WO98/27430 und US 5,856,101. 

Die Amplication von DNA mittels PGR ist Stand der Tech- 
* nik. 



Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es daher ein Ver- 
fahren zur relativen Quantif izierung von Cytosin- 
Methylierungen in genomischen DNA Proben zu schaffen 
welches die Nachteile des Standes der Technik Uberwindet . 

Die Aufgabe wird dadurch geldst, daB ein Verfahren zur 
relatrven Quantif izierung der Methylierung von Cytosin 
Basen in amplif izierten Nukleinsauref ragmenten zur Verfu- 
gung gestellt wird, wobei man folgende Verf ahrensschritte 
ausf uhrt : 

a) man setzt eine genomische DNA-Probe mit einem Rea- 
genz chemisch urn, wobei 5-Methylcytosin und Cytosin un- 
terschiedlich reagieren und diese somit nach der Reaktion 
ein unterschiedliches Basenpaarungsverhalten in der DNA 

30 Duplex zeigen; 

b) man amplifiziert die DNA Probe, wobei man ein fluo- 
reszenzmarkiertes dCTP-Derivat zusetzt; 



1119-a . doc 



5 

c) man hybr idisiert die amplif izierte DNA Probe an ein 
oder mehrere immobilisierte Oligomere, wobei die immobi- 
lisierten Oligomere jeweils komplementar zu mindestens 
einem der im Amplif ikationsschritt verwendeten Primer 

5 sind; und 

d) man mi fit die Fluoreszenz der hybridisierten Amplif i- 
kate quantitativ. 

10 Erf indungsgemali bevorzugt ist es, daft man in Schritt a) 
als Reagenz eine Bisulf i t losung verwendet. 

^ Weiterhin bevorzugt ist es, daft man in Schritt b) fur die 

Amplif ikation PCR einsetzt. 

15 

Erf indungsgemali besonders bevorzugt ist es, daft in 
Schritt b) das f luores zenzmar kierte dCTP-Derivat Cy3-dCTP 
oder Cy5-dCTP ist. 

20 Weiterhin ist es erf indungsgemali besonders bevorzugt, daft 
man die Fluoreszenzf arbstof f e Cy3 und/oder Cy5 als Mar- 
kierung verwendet . 

Erf indungsgemali bevorzugt ist es ferner, daft man fur die 
25 Hybridisierung der Amplifikate in Schritt c) ein Array 
4 von zu den Primern aus Schritt b) komplementaren Oligome- 

ren verwendet. 

Weiterhin bevorzugt ist es, daft man in Schritt b) die 
30 Amplif ikation von mehreren DNA Abschnitten gleichzeitig 
durchf uhrt . 

Besonders bevorzugt ist es, daft man die in Schritt d) ge- 
messenen Werte mit der Fluoreszenz anderer, analog behan- 
35 delter DNA-Proben abgleicht und dadurch Information liber 
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den relativen Methylierungsgrad unterschiedlicher Gewebe 
oder Zellproben erhalt. 

Die Erfindung beschreibt somit ein Verfahren zur relati- 
5 ven Quant if izierung der Cytosin Methylierung in DNA Pro- 
ben. Die DNA Proben werden chemisch so behandelt, daft 
Cytosin und Methylcytosin unterschiedlich reagieren und 
nur Methylcytosin-Positionen ihr Basenpaarungsverhalten 
beibehalten. Nachfolgend wird die DNA amplif iziert , wobei 

10 das verwendete Cytosint riphosphat mit einer Fluoreszenz- 
markierung versehen ist. Die Amplif ikate werden durch Hy- 
bridisierung an ein zu mindestens einem Primer komplemen- 
| tares Oligomer gebunden, und die Festphase mehrfach gewa- 

schen. Die Fluoreszenz am Immobilisierungsort gibt nun 

15 Aufschluft liber die relative Anzahl der Cytosin Methylie- 
rungen im betreffenden amplif i zierten DNA Abschnitt im 
Vergleich zu anderen analog behandelten Proben. Besonders 
bevorzugt erfolgt die Hybridisierung mehrerer unter- 
schiedlicher Amplifikate einer Probe an einen Oligomer 

20 Array, dessen Fluores zenzmuster nunmehr Aufschlufi uber 

das Methylierungsmuster in der DNA Probe gibt. Die Muster 
unterschiedlicher Proben werden abgeglichen. 

Die Amplif ikation von DNA mittels PCR ist Stand der Tech- 
1:5 nik. Besonders bevorzugt ist der erf indungsgemaBe Einsatz 
von f luoreszenzmarkierten Nukleotiden fur PCR. Damit ist 
es vor allem moglich, ohne eine relativ teure Fluores- 
zenzmarkierung der Primer zugleich mehrere Fluorophore in 
ein Amplifikat einzufuhren. Cy5-dCTP (Cy5 ist ein kommer- 
30 ziell erhaltlicher Fluoreszenzf arbstof f ) ist von der Fir- 
ma Pharmacia erhaltlich. 

Mit anderen Worten, die Erfindung beschreibt also ein 
Verfahren zur relativen Quantif izierung der Cytosin Me- 
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thylierung in DNA Proben. Die genomischen DNA Proben wer- 
den chemisch zunachst so behandelt, daft Cytosin und Me- 
thylcytosin unterschiedlich reagieren und nur Methylcyto- 
sin-Positionen ihr Basenpaarungsverhal ten beibehalten. 
Bevorzugt wird dabei die Behandlung mit einer Bisulfitlo- 
sung, die fast ausschlieftlich mit den Cytosin Nukleobasen 
reagiert und diese nach alkalischer Hydrolyse in Uracil 
uberfuhrt. 5-Methylcytosin reagiert unter den gleichen 
Bedingungen nicht. Die Umwandlung von C in U fuhrt an den 
nicht methylierten Positionen zu einer Veranderung der 
Basensequenz . Nachfolgend wird die DNA amplif iziert , wo- 
bei das verwendete Cytosintriphosphat mit einer Fluores- 
zenzmarkierung versehen ist. Bevorzugt wird hier Cy5-dCTP 
(Pharmacia) verwendet . Nur an den Positionen, an denen 
keine Umwandlung von C in U s tattgef unden hat, kann in 
der PCR ein Cy5-C und damit eine Fluoreszenzmar kierung 
eingebaut werden. Damit ist die Anzahl der eingebauten 
Cy5-dCTPs in guter Naherung proportional zum Ausmaft der 
Methylierung im amplif izierten DNA Abschnitt . Nun werden 
auch in den Gegenstrang Cy5~Cs eingebaut, dort, wo sich 
im Bisulf it-behandelten Strang Guanin bef unden hat. Die- 
ser Einbau ist fur die Fluoreszenzdetektion im Prinzip 
storend. Dieses Problem wird bei der vorliegenden Erfin- 
dung dadurch umgangen, daft nur relevante Einzelst range 
aus der Losung heraus an eine Festphase gebunden werden. 
Nach einem thermischen Denatur lerungsschritt werden sie 
durch Hybridisierung an ein zu mindestens einem Primer 
komplementares und immobilisiertes Oligomer gebunden, und 
die Festphase anschlieftend mehrfach gewaschen. Die Inten- 
sitat der Fluoreszenz am Immobilisierungsort gibt nun 
Aufschlufi uber die relative Anzahl der Cytosin Methylie- 
rungen im betreffenden amplif izierten DNA Abschnitt im 
Vergleich zu anderen analog behandelten Proben. Besonders 
bevorzugt erfolgt die Hybridisierung mehrerer unter- 
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schiedlicher Amplifikate einer Probe an einen Oligomer 
Array, dessen Fluoreszenzmuster nunmehr Aufschlufi uber 
das Methylierungsmuster in der DNA Probe gibt. Der Oligo- 
mer Array wird bevorzugt durch das Aufbringen separat 
synthetisierter Oligomere auf einen Trager (Chip) oder 
durch photolithographische Techniken hergestellt (Stand 
der Technik) . Das Tragermaterial ist bevorzugt durch Si- 
lanisierung derivatisiertes Glas. 



Die Fluoreszenzmuster unterschiedlicher Proben werden in 
eine Datenbank eingegeben und abgeglichen. Besonders be- 
vorzugt ist die Verwendung des Verfahrens fur die Gewin- 
nung von Information uber den relativen Methylierungsgrad 
unterschiedlicher Gewebe eines Individuums und gleicher 
Gewebe verschiedener Individuen. 
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Patentanspruche 

1. Verfahren zur relativen Quant if i zierung der Methylie- 
rung von Cytosin Basen in amplif izierten Nukleinsau- 
refragmenten, dadurch gekennzeichnet, daft man folgen- 
de Verf ahrensschritte ausfuhrt: 

a) man setzt eine genomische DNA-Probe mit einem 
Reagenz chemisch urn, wobei 5-Methylcytosin und Cyto- 
sin unterschiedlich reagieren und diese somit nach 
der Reaktion ein unterschiedliches Basenpaarungsver- 
halten in der DNA Duplex zeigen; 

b) man amplifiziert die DNA Probe, wobei man ein 
f luoreszenzmarkiertes dCTP-Derivat zusetzt; 

c) man hybridisiert die amplif izierte DNA Probe an 
ein oder mehrere immobilisierte Oligomere, wobei die 
immobilisierten Oligomere jeweils komplementar zu 
mindestens einem der im Amplif ikationsschritt verwen- 
deten Primer sind; und 

d) man miflt die Fluoreszenz der hybridisierten 
Amplif ikate quant itativ . 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
daft man in Schritt a) als Reagenz eine Bisulf it losung 
verwendet . 

3. Verfahren nach einem der Anspruche 1 oder 2, dadurch 
gekennzeichnet, daft man in Schritt b) fur die Ampli- 
fikation PCR einsetzt. 
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Verfahren einem der vorangehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet, dafi in Schritt b) das f luoreszenzmar- 
kierte dCTP-Derivat Cy3-dCTP oder Cy5-dCTP ist. 

Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch 
gekennzeichnet, dafi man die Flucreszenzf arbstof f e Cy3 
und/oder Cy5 als Markierung verwendet. 

Verfahren nach einem der vorangehenden Anspruche, da- 
durch gekennzeichnet, dafi man fur die Hybridisierung 
der Amplifikate in Schritt c) ein Array von zu den 
Primern aus Schritt b) komplementaren Oligomeren ver- 
wendet . 

Verfahren nach einen der vorangehenden Anspruche da- 
durch gekennzeichnet, dafi man in Schritt b) die 
Amplifikation von mehreren DNA Abschnitten gleichzei- 
tig durchfuhrt. 

Verfahren nach Anspruch 1, wobei man die in Schritt 
d) gemessenen Werte mit der Fluoreszenz anderer, ana- 
log behandelter DNA-Proben abgleicht und dadurch In- 
formation uber den relativen Methylierungsgrad unter- 
schiedlicher Gewebe oder Zellproben erhalt. 



Zusammenf assung 



Beschrieben ist ein Verfahren zur relativen Quantifizie- 
rung der Methylierung von Cytosin Basen in amplif izierten 
Nukleinsaurefragmenten, wobei man folgende Verfahrens- 
schritte ausfuhrt: 

a) man setzt eine genomische DNA-Probe mit einem Rea- 
genz chemisch urn, wobei 5-Methylcytosin und Cytosin un- 
terschiedlich reagieren und diese somit nach der Reaktion 
ein unterschiedliches Basenpaarungsverhalten in der DNA 
Duplex zeigen; 

b) man amplifiziert die DNA Probe, wobei man ein fluo- 
reszenzmarkiertes dCTP-Derivat zusetzt; 

c) man hybridisiert die amplif izierte DNA Probe an ein 
Oder mehrere immobilisierte Oligomere, wobei die immobi- 
lisierten Oligomere jeweils komplementar zu mindestens 
einem der im Amplif i kat ionsschritt verwendeten Primer 
sind; und 

d) man mifit die Fluoreszenz der hybridisierten Amplifi- 
kate guantitativ. 



